
! 讨 论

本文介绍的组织培养容器! 与传统容器相比!
它是一种新材料制成的! 并由此带来对传统灭菌工

艺的改进" 它质地轻! 透光性好# 它的容积是常用

容器的 "#$%# 倍! 而造价只是常 用容器的两 倍左

右# 容器口径大! 接种或取小苗时操作者的手可以

进入! 方便了操作! 提高工作效率# 容器内的方形

网眼状塑料板! 因其比重小于水! 浮在培养液上!
起着支撑小苗不被培养液浸泡的作用! 使小苗的成

活率提高# 在同一容器内通过置换培养液$ 改变培

养环境生产微型薯! 降低了微型薯的生产成本" 可

广泛用于马铃薯等具有芽$ 茎$ 根$ 小苗等器官形

态植物材料组织培养的生产" 本容器仍处在定性试

验阶段! 各环节多因素的综合影响还有待进一步深

入研究"
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究员! 主要从事脱毒马铃薯组织培养工作*

马铃薯 & !"#$%&’ (&)*+",&’ +*’ 属茄科茄属植

物! 常见的育种途径有% 常规二倍体杂交法$ 四倍

体水平的品种间杂交法$ 远缘种间杂交法$ " , 配

子利用法" 这些途径都是通过有性生殖产生马铃薯

变异体! 通过系谱$ 回交$ 轮回选择的方法! 需经

过 -$. 代选出附 合目标性状 的 新 个 体 /’0" 进 入 "#
世纪 (# 年代! 随着生物技术的深入发展! 人类对

植物细胞遗传行为$ 基因表达传递行为达到分子水

平深入了解! 作物育种工作者开始引入了除单纯户

外有性杂交育种之外! 又一育种方法(室内体细胞

无性系变异育种法! 其中组织培养& 123345 6471485’
诱导再生植株的突变就是最常用的一种" 当马铃薯

外植体& 茎尖脱毒分生组织’培养时! 由于组培环境

引发了细胞异染色质 9:; 延迟复制! 产生了较田

间自然突变率高出 <## 倍的大量变异 /"0" 这一现象

已越来越被马铃薯育种工作者所认可! 并成为一条

马铃薯育种的有效途径" 现从组织培养及组织培养

在马铃薯育种上的发展 历史$ 理论体 系$ 应用现

状$ 未来展望等方面逐一论述"

’ 马铃薯及其它作物组织培养的发展简史

’(#" 年德国植物 学家 =>?587>,@1 根据细 胞 学

说! 提出高等植物器官和组织可以不断分割至单个

细胞! 这个细胞具有潜在全能性功能" 为证明这一

观点! 他用被子植物的叶肉细胞$ 髓细胞$ 气孔保

卫作材料进行离体培养! 由于营养条件不够了解!
实 验 未 能 成 功 ! 但 却 起 到 先 锋 的 作 用 " ’(#! 年
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2 34 马铃薯茎尖组织脱毒培养! 愈伤组织解除分化形成新个体时! 体细胞有丝分裂的异染

色质延迟复制行为较正常活体植株更严重! 后代变异较自然群体变异高出 <## 倍! 若在培养过程添

加辐射和化学诱变试剂变异率会更高" 因此! 组织培养环境不只是现代生物技术辅助育种的一个重

要条件! 更是诱变育种的一个有效途径! 对于以营养体繁殖的马铃薯作物效果更好" 本文就组织培

养在马铃薯育种上的发展历史$ 理论体系$ 应用现状$ 未来展望做一论述"
5678 茎尖体细胞# 组织培养# 变异
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!"##$#% 最先在含有无机盐及有机成分的培养基上

成功地培养了萝卜和辣椒的胚! 发现离体的胚可以

在 培 养 基 上 充 分 发 育! 并 有 提 早 萌 发 成 苗 现 象"
&’(( 年 )*++$#, 培 养 了 长 度 为 -./012.30 45 的 豌

豆作物茎尖! 结果形成了一些缺绿的叶和根" -622
年我国李继侗等曾在银杏离体培养时! 发现了 2 45
以上大小的胚在培养基上即可正常生长! 其胚乳提

取物能促进银杏离体胚的 生长! -62/ 年 78$9: 通

过对番茄根尖的组织培养! 建立了第一个有活跃生

长的无性繁殖系" 到这时有关离体实验才获得真正

成功" -6// 年 ;*<:= 进行了葡萄茎尖组织培养的尝

试! 获得了愈 伤组织和根" -6/> 年 ?@**% 和崔徵

发现! 腺嘌呤或腺苷可以解除生长素# ABB$对芽形

成的抑制作用! 从而诱导烟草的茎段形成芽! 确立

了腺嘌呤与生长素的比例是控制芽和根分化的主要

条件之一! 建立了器官形成的概念% &600 年 ?@**%
及其同事在鲱鱼精子的提取物中发现了激动素! 它

对促进芽的形成活性比腺嘌呤高出约 2 万倍" &603
年 ?@**% 和 ;$==:< 发现了激动素与生长素之间的不

同比例的配合对生长和分化的作用! 即激动素与生

长素之比高时易形成芽! 低时则形成根C(!/D"
&600 年法国人莫勒尔和他的同事们! 以马铃

薯茎尖为外植体成功地产生无病毒植株! (E 世纪

FG 年代以后 由 于 组 织 培 养 技 术 日 趋 成 熟 和 完 善!
世界各地的植物组织培养研究和产业化应用进入迅

速发展阶段! 几乎所有的马铃薯生产国都使用这项

技术进行脱毒快繁! 并部分地进行育种研究CHI0D"

H 组织培养诱导突变的理论依据

植物组织培养是指植物的离体细胞& 组织或器

官在人工培养基上的生长& 维持或分化" 组织培养

成功的依据是细胞的全能性& 均等性& 全息性CH!/IFD"
我们知道高等植物体具有十分复杂的组织和器官!
构成这些组织或器官的细胞! 其形态和功能也是各

不相同的! 但他们都是同一受精卵的后代! 都是细

胞有丝分裂的产物! 有丝分裂的均等性保证了这些

细胞都具有相同的遗传组成! 它们在形态和功能上

的差异是后天分化造成的! 是生物体自我控制系统

对不同基因表达严格调节的结果" 因为在个体发育

过程中! 并非所有基因都同时发挥作用! 只有极少

数基因终生发挥作用! 绝大多数基因发挥作用的时

间很短! 它们表达的时间& 位置与程序受体内调节

系统的严格控制" 各种组织中的细胞! 即使是十分

特化了的细胞! 都具有相同的遗传组成! 只要在合

适的环境条件! 就可以解除分化! 发挥出初合子的

功能! 发育出一个新的个体! 到目前为止! 几乎从

所有植物的特化组织! 都诱出了再生株CHI/IFD"
组织培养所形成的愈伤组织或再生植株! 由于

细胞分裂都是有丝分裂! 每个细胞都是当初原始细

胞的后裔! 基因型应当是一致的! 不应当有遗传变

异存在! 实际上无论有无诱变剂存在! 由组织培养

产生的再生株后代都存在着大量的变异CHD"
一种变异是染色体数目与结构的变异! 引起这

种变异与组织培养时有丝分裂异染色质延迟复制有

关" ;4J*K 和 L:#M$*# 对这种变异机理研究的较深

入! 他们选用的作物是燕麦和玉米" 他们提出着丝

粒区异染色质延迟复制引起染色体桥形成与断裂的

假说! 常染色质在 ? 期’ 即 NOB 合成期$复制而异

染色质在 ? 期后期复制! 组织培养条件下! 异染色

质复制延迟得更多! 这样在细胞分裂后期! 染色单

体的着丝粒! 在纺锤丝的牵引下向两极移动! 而在

着丝粒周围的异染色质处! 由于尚未完成复制而彼

此不能分开! 从而形成染色桥! 最后引起染色体断

裂! 形成端着丝染色体和无着丝粒的染色体断片!
或者非同源染色体在断头处连接起来! 形成相互易

位" 这样就使得外植体经过一定时间的组织培养!
其愈伤组织或诱发的再生植株! 染色体数目和结构

发生了广泛的变异CHD" )8*"P:,’ -6>/$对小黑麦& 蚕

豆& 马铃薯等作物再生植株的细胞学分析! 也同样

表明了这一点CHI3D"
另一种情况! 由组织培养产生的再生株也存在

大量的基因突变! 它包括核基因突变和胞质基因突

变CHD" 最容易识别的变异是形态方面变异! 在玉米

中! Q8$==$R,’ -6>3$等人曾从再生株中分离出 /0 个

形态变异! 在马铃薯中! 78::=:<’ -6>0$ 等人也发

现了如花色& 叶色& 果肉色& 果皮色& 芽眼深浅和

形状等简单突变! 也有一些数量性状变异! 如节间

长度和薯块数量等变异" 抗病性变异方面出现的频

率一般比较高! 马铃薯再生株中! 大约 -S是抗早

斑病和晚疫病的" 甘蔗再生株变异中! 抗斐济病&
霜霉病和叶斑病的频率较高! 还有一些化学变异!
一般很难观察到! 它们对植株的外部形态没有影响

或影响较小! 如同工酶突变& 营养缺陷型突变& 氮

代谢或碳代谢突变& 抗药性突变& 抗逆性突变& 抗
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病性突变等!"#$#%&!

’ 马铃薯再生植株中变异株的研究内容和存在问题

!"# !"#$%&
外植体是指从植物体上切取的用来进行组织培

养的材料" 外植体的选择取决于研究的目的和植物

的类型" 几乎所有植物的活体组织都可以用作外植

体诱发愈伤组织或进行悬浮培养" 但特定的外植体

是取得成功的必要条件" 双子叶植物再生能力比单

子叶植物要强" 而单子叶植物又比裸子植物要强"
胚胎组织或幼嫩组织比老组织再生能力强" 营养体

生殖部分分离的外植体比从有性生殖组织分离的外

植体容易培养成功" 同一植株基部至顶端存在再生

能力梯度!"#()#**&! 马铃薯组织培养使用的外植体是块

茎产生的不定芽!
!"$ ’(!"#$)*+,-".$/0

茎尖要事先进行清水# 氯化汞消毒" 而后在解

剖镜下剥离茎尖至 )+*,)-" .. 大小" 置于 /0123
)-4156* 的固体培养基上" 要注意茎尖的极性" 生

理上部位置的在培养基上仍然应当保持上部位置"
将来器官发生时会自然而然地上部出芽下部发根!
接种后茎尖下部切割面组织会有少数细胞开始进行

有丝分裂并形成愈伤组织" 愈伤组织最初是由一团

无定形和无方向的疏松排列的薄壁细胞所组成" 并

没有固定的可以预见的组织形式" 经过一段时间的

培养" 愈伤组织发生一定 程度分化" 形 成导管细

胞# 筛管细胞# 栓质细胞# 分泌 细胞和表皮 细胞

等" 通过对培养基细胞分裂素与生长素的调节" 经

过 *," 次继代培养" 逐渐器官发生" 诱发出 再生

植株" 当然为了增加变异株我们通常在组织培养过

程中增设 ! 射线# 7 射线# " 射线# 紫外线等辐射

诱导处理! 最后一次继代培养时适时练苗" 然后移

植到已经消过毒的蛭石栽培盘中" 逐步过渡到大田

自然条件下生长!"8*"8*’&!
!%! 123,-45.6789:+;<=>

一是室内细胞学行为直接鉴定! 取马铃薯再生

株田间移植 94 : 左右的旺盛苗茎尖" 在实验室进

行体细胞有丝分裂期观察$ 以及盛花期花粉母细胞

减数分裂观察" 找出马铃薯染色体数目的整倍体变

异或非整倍体变异" 尤其对单倍体# 二倍体# 双二

倍体变异株进一步分类鉴定!"&!
二是从形态学特征和生理特性上间接鉴定! 常

用的性状考评指标有% 育性指标# 器官性状指标#
产量指标# 抗病指标# 抗逆& 盐旱冷’指标! #育性

指标% 二倍染色体结构的全育" 花蕾天然结实$ 多

倍体# 双二倍体结构的部分可育$ 染色体非整倍体

变异# 单倍体# 三倍体结构的一般不育! $器官性

状% 马铃薯多倍体变异往往引起植株分枝量减少"
开花延迟" 部分叶片肥大" 薯块变大等 巨大性变

异! 双二倍体也有类似性状 虽不及四倍 体表现明

显" 但较二倍体明显! 其它变异植株有的壮大" 有

的弱小需进一步考评其它指标" 准备将来单目标性

状应用! %产量指标% 马铃薯的产品器官是地下块

茎" 也是最终的产量来源! 变异后茎尖组织分化形

成的地下匍匐茎膨大机理必然与原品种有差异" 膨

大期有时提前有时落后" 终止 期有时提 前有时落

后" 测产时间要灵活掌握不 可一概而论! &抗病

指 标 % 分 病 毒 性 病 害 和 真 菌 性 病 害& 主 要 有 环

腐 病 # 晚 疫 病 # 早 疫 病 # 疮 痂 病’ " 一 般 分 为

*" "" ’" 9" 4 五级制考评! ’抗逆指标% 如抗旱

性# 耐盐性# 耐冷性" 一般分为 *" ’" 4" ;" % 五

级制考评!"8’&!
!"& ?@AB

组织培养条件再生植株器官形成时" 可能有许

多愈伤组织参与" 而这些细胞的遗传成分有的是变

异的" 有的是不变异的! 后期表现的突变性状呈块

状不均匀分布! 造成具 体育种鉴定 的取样不确 定

性" 即细胞学分析# 分生组织繁殖# 器官繁殖# 营

养体繁殖的不确定性" 使变异染色体和变异性状传

递不下去!"8’&!
组织培养条件虽然比田间突变率高" 能保证大

量的变异母体" 但从再生株所观察到的只限于植物

形态方面变异" 而大量的化学突变如同工酶突变#
营养缺陷型突变# 基因 <=6 序列方面的某些突变

还很难观察到" 有些良好变异株会擦肩而过" 消然

丢失!

9 组织培养在马铃薯育种中的应用展望

组 织 培 养 是 一 种 打 破 传 统 的 新 型 繁 衍 后 代

方法" 能最大效率地利用空间" 使高等作物生长发

育 的( 微 生 物 化 )" 田 间 马 铃 薯 育 种 材 料 圃 种 植

94))) 株>?."" 在 组 织 培 养 室 每 9 @." 培 养 * 株 "
且能多层架放置培养瓶" 加上繁殖周期短" 变异母

体材料扩大了 4)),"))) 倍! 同时由于组织培养条

中国马铃薯" 第 !" 卷" 第 # 期" $%%&C""AC



件使染色体突变率的增强! 若再增设人工诱导突变

剂! 提高了变异率! 所以组织培养在马铃薯育种是

一种很有潜力的方法!"#$"
从 %& 世纪 ’& 年代至今! 随着细胞分子领域的

深入! 基因 ()* 序列的测定! 人类对生命的微生

理化! 为现代生物技术辅助育种成为可能! 至今已

有许多作物成功地进行基因转移# 表达基因调控#
体细胞无性系杂交# 细胞器移植# 花 粉单倍体培

养# 单倍体加倍纯合等! 而这些辅助育种手段都离

不开组织培养"
可 见! %+ 世 纪 开 展 马 铃 薯 及 其 它 作 物 育 种!

应用组织培养技术势在必行! 前景美好"

! " # $
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马铃薯转基因研究进展(((王永锋! 栾雨时 %%%2%

马铃薯是世界上继小麦# 水稻和玉米之后的第

四大粮食作物! 其单位面积和单位时间的产量均高

于其他作物" 我国是世界上马铃薯生产第一大国!
马铃薯产量的高低和品质的优劣对我国马铃薯产业

的发展至关重要" 目前! 我国在马铃薯生产上还存

在诸多问题! 如病虫害严重# 品质不佳等! 致使种

植业者的收入微薄# 积极性不高" 近年来! 随着植

物基因工程技术的发展! 陆续培育出了一些优质#

& ’ ( ) * + , - . /

王永锋 栾雨时 8

% 大连理工大学生物工程系! 大连 ++6&%4&

0 12 简要介绍马铃薯转基因技术方法! 着重对已获得的转抗真菌病基因# 抗病毒基因# 抗

虫基因# 改良品质基因的马铃薯的特征特性! 以及将马铃薯作为植物生物反应器来生产有用蛋白质

和疫苗等方面的研究成果进行了综述! 同时还对转基因马铃薯的生物安全性作了评价和展望"
3456 马铃薯’ 转基因’ 安全性
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